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Inoculação da soja com Rhizophagus clarus produzido em sistemas de cultivo 
em vaso e in vitro. 
Aline de Liz Ronsani 
 
Resumo 
Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são simbiontes obrigatórios e formam 
uma associação mutualística com a maioria das espécies vegetais estudadas. Por 
necessitarem de um hospedeiro vivo para completar seu ciclo, os FMAs não podem 
ser multiplicados em um meio de cultura definido. Com isso, não há uma metodogia 
adequada para a produção deste inoculante, limitando seu uso na agricultura. A 
partir do pressuposto, os objetivos deste estudo foram avaliar o potencial de inóculo 
da espécie Rhizophagus clarus no sistema de cultivo in vitro em relação ao sistema 
tradicional de cultura em vaso e testar o efeito do inoculante em sistema de cultivo 
em vaso e in vitro sobre o crescimento e a produtividade da soja. Foram realizados 
dois experimentos, ambos em condições de casa de vegetação na Universidade 
Federal de Santa Catarina, no município de Curitibanos, SC (Latitude: 27° 16' 60'' 
Sul, Longitude: 50° 35' 7'' Oeste). A espécie utilizada foi Rhizophagus clarus (isolado 
RJN720A). No primeiro experimento, foram testados dois tratamentos: inóculo em 
vaso (T1), e inóculo in vitro(T2), com 4 repetições cada. A espécie vegetal 
hospedeira usada foi milho (Zea mays). O potencial de inóculo foi maior no 
tratamento 2, com 7,6% mais áreas colonizadas pelo fungo do que o tratamento 1.O 
tratamento com inóculo in vitro (T2) apresentou 7,6% mais hifas do que o tratamento 
com inóculo em vaso (T1). Para a variável vesícula, o aumento foi de 89% no 
tratamento 2. O segundo experimento consistiu em 3 tratamentos, sendo 1) 
testemunha, 2) inoculante em vaso, 3) inoculante in vitro. Foram avaliados o número 
de nódulos, nódulos viáveis, massa seca dos nódulos, massa seca da parte aérea, e 
massa de grãos por planta. Também foram avaliados a colonização micorrízica, e os 
percentuais de colonização por hifas, arbúsculos, esporos e vesículas. O tratamento 
com inoculante produzido in vitro (T3) promoveu um valor de número de 
nódulos48% maior que o tratamento de inoculação em vaso (T2), e 53% superior 
que a testemunha(T1). A variável número de nódulos viáveis (NNV) apresentou o 
mesmo comportamento da variável avaliada anteriormente, com o tratamento 3 
apresentando resultado superior (até 53%) que os demais tratamentos. As variáveis 
massa de nódulos (MSN), massa seca da parte aérea (MSPA) e produtividade não 
apresentaram diferença estatística entre os tratamentos. Quanto à colonização 
micorrízica, corroborando com os demais dados, os valores registrados no T3 foram 
superiores ao T2 e T1, sendo 22% maior que o T2. A colonização por arbúsculos foi 
38% superior no T3 em relação ao T2. Quanto à colonização por esporos, 
novamente os valores observados no tratamento T3 foram 50% maiores que no 
tratamento 2. Em relação à formação de hifas, o T3 foi 22% superior que o no T2. 
Para a variável colonização por vesículas o tratamento 3 também apresentou maior 
percentual, com 56% mais vesículas que O T2. De acordo com os dados gerados no 
presente estudo, pode-se afirmar que nas condições estudadas a melhor técnica de 
produção de inoculante de FMA para a soja foi o sistema in vitro. 
 
Palavras-chave: Fungos micorrízicos arbusculares. Soja. Inóculo in vitro. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) pertencem ao filo 
Glomeromycota, e neste filo existem cerca de 160 espécies identificadas (MORTON 
1993). Estes fungos são simbiontes obrigatórios e formam uma associação 
mutualística com a maioria das espécies vegetais estudadas (WANG; LIU, 2004).  
Por necessitarem de um hospedeiro vivo para completar seu ciclo, os FMAs 
não podem ser multiplicados em um meio de cultura definido, assim como é feito 
para produção de inoculante a base de rizóbios. Com isso, não há uma metodogia 
adequada para a produção deste inoculante, limitando seu uso na agricultura 
(SAGGIN JÚNIOR;LOVATO, 1999). Técnicas para elaboração do inoculante a base 
de FMA já existem, sendo que elas utilizam plantas hospedeiras ou cultura de 
raízes. Estas formulações são feitas in vitro, em hidroponia e em substrato, visando-
se obter o meio mais puro e livre de contaminante possível (SOUZA et al, 2006). 
Ao realizar a inoculação do FMA na planta ele irá beneficiar-se principalmente 
pela absorção de carbono que é fornecido pela planta hospedeira. Em contrapartida, 
o fungo transfere para as plantas nutrientes, principalmente fósforo, que melhoram 
as condições fisiológicas e aumentam o crescimento e a produção de biomassa 
(JAKOBSEN et al, 1992). 
Miranda; Miranda (1997) observaram que quando plantas de soja são 
inoculadas com FMAs, mesmo em solos de alta fertilidade, a matéria seca é 20% 
superior em relação a plantas não inoculadas, assim como teores de fósforo que 
aumentaram 139%  e nitrogênio 15%. Os dados corroboram com o que foi visto por 
Rein; Miranda, 1995, onde foi observado na dose de 27mg/dm3, um aumento de 
296% de matéria seca da soja, em relação ao controle sem FMA. Resultados 
positivos são relatados também por Oliveira., (1998), onde o autor observou um 
aumento de 272% na nodulação quando as plantas foram inoculadas com FMA. 
De acordo com estes e demais trabalhos realizados em nível nacional e 
mundial, inúmeros são os benefícios, tanto de crescimento como de nutrição, ao 
inocular FMAs em diversas culturas. Entretanto, a magnitude do benefício 
proporcionado pelos fungos às plantas pode variar em função de três principais 
fatores, que são: espécie vegetal hospedeira, isolado de FMA inoculado (sendo que 
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cada um possui características intrínsecas de sua origem/região onde é produzido) e 
meio em que o inoculante é produzido (que pode ser em vaso ou in vitro). 
A natureza e a intensidade das interações entre isolado e planta dependem 
tanto das propriedades intrínsecas de cada fungo, bem como dos efeitos do solo e 
do hospedeiro. Contudo, a diferença na resposta da planta a diferentes isolados 
fúngicos já foi comprovada por autores tais como Haas; Krikun (1985). Eles 
avaliaram o efeito de 7 isolados diferentes de G. macrocarpum no pimentão, onde 
apenas 70% dos isolados afetaram significativamente no crescimento da planta. A 
diferença na capacidade de crescimento dos isolados foi evidente a partir de quatro 
semanas após a semeadura.  
Na cultura da soja, Sala (2002) realizou um experimento, onde um de seus 
objetivos foi estudar a inoculação de FMA na soja, determinando os possíveis 
benefícios ao desenvolvimento da planta. A autora observou que quando as plantas 
foram inoculadas com a espécie Rhizophagus clarus, as mesmas apresentaram 
aumento em crescimento de 262% em relação a Gigaspora margarita. Contudo, 
observa-se uma compatibilidade na associação entre fungo e planta, resultado em 
benefícios na produção de matéria seca. A matéria seca produzida interfere 
significativamente na fotossíntese, pois com a maior disponibilidade de área 
fotossintética na planta, maior será a quantidade de fotoassimilados. Com isto, a 
planta terá mais nutrientes para disponibilizar na fase de preenchimento do grão, 
incrementando a produtividade da cultura. 
 Quanto à diferença de formulação do inoculante de FMA, há possibilidade 
de se obter diferentes respostas entre os sistemas em vaso e in vitro, visto que há 
diferenças entre o hospedeiro usado nos dois sistemas, o meio de cultura e a 
condição a qual o FMA está acondicionado nestes dois modos de cultivo.  
O primeiro e mais tradicional método de cultivo de FMAs a ser desenvolvido 
foi o de cultura em vasos. Nesse sistema, um hospedeiro altamente dependente da 
associação micorrízica é inoculado com esporos de FMAs e transplantado para o 
vaso contendo uma mistura de solo, areia e argila. Após 3-4 meses de crescimento 
em casa de vegetação, o substrato pode ser coletado e utilizado como inoculante 
em experimentos de crescimento vegetal. Este sistema apresenta bons níveis de 
esporulação, e qualquer espécie fungica pode ser cultivada nele, pois problemas de 
compatibilidade entre fungo e hospedeiro ou substrato são raros (MORTON et al., 
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1993). Por outro lado a garantia de pureza é problemática, visto que o substrato 
utilizado é geralmente de origem edáfica (WALKER; VESTBERG, 1994). Além deste 
entrave, a manutenção e estocagem são dificultadas, pois exige irrigação e requer 
espaço.  
Outra alternativa de formulação do inoculante de FMAs foi desenvolvida em 
1988 por Bécard; Fortin. Nesse sistema o fungo é cultivado em associação com 
raízes de cenoura ou chicória geneticamente transformadas em uma placa de Petri 
contendo meio de cultura com baixos níveis de nutrientes. Mediante esporulação, as 
placas são subcultivadas a cada 3-4 meses em ciclos sucessivos. Com o 
estabelecimento desta cultura os problemas de contaminação com outras espécies 
de FMAs e por outros fungos e bactérias são eliminados, o que garante a pureza do 
material. A manutenção é mínima e a estocagem é facilitada por necessitar de 
menos espaço. Em contrapartida, possui a limitação de que são poucas as espécies 
que podem ser cultivadas in vitro (CRANENBROUK et al., 2005).  
 Contudo, as duas formulações do inoculante podem promover diferentes 
respostas de crescimento e/ou nutrição na planta hospedeira. Palowska et al, (1999) 
realizou trabalho sobre a propagação in vitro e o ciclo de vida do G. etunicatum. 
Neste trabalho, além de avaliar o efeito da descontaminação na viabilidade dos 
esporos produzidos in vitro, a autora também fez a comparação entre as duas 
formulações do inoculante (à base de solo e in vitro). Observou-se que o 
desenvolvimento do esporo in vitro é semelhante ao produzido em ambiente natural 
do solo. Entretanto eles foram 60% menores e tinham paredes internas mais 
espessas do que esporos produzidos em sistema em vaso. Isso provavelmente se 
deve a abrasão do solo sobre o esporo que resulta em um aumento da parede 
exterior, deixando a mais espessa do que a produzida em sistema in vitro. Até o 
presente momento, o único trabalho reportado sobre esta problemática é o de 
Palowska et al, (1999), em que houve uma comparação sobre as duas formulações 
de inoculante de FMAs. Pela grande escassez de conhecimento nessa área, este 
trabalho visa ir além do que já foi realizado em pesquisas atualmente nessa área.  
Com isto, este trabalho irá preencher a lacuna de conhecimento sobre FMAs 
sobre as diferenças de resposta dos sistemas de cultivo in vitro e o sistema de 
cultivo em vaso, inoculados em uma espécie vegetal. 
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Os objetivos deste estudo foram: Avaliar o potencial de inóculo da espécie 
Rhizophagus clarus no sistema de cultivo in vitro em relação ao sistema tradicional 
de cultura em vaso; Testar o efeito do inoculante em sistema de cultivo em vaso e in 
vitro sobre o crescimento e a produtividade da soja. Com isto, poder-se-á saber de 
forma prática como os FMAs comportam-se na planta sendo oriundos de dois 
sistemas diferentes, visando viabilizar sua aplicação como novo produto no cenário 
de produção agrícola atual. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  
 
Foram realizados dois experimentos, ambos em condições de casa de 
vegetação na Universidade Federal de Santa Catarina, no município de Curitibanos, 
SC (Latitude: 27° 16' 60'' Sul, Longitude: 50° 35' 7'' Oeste). O material biológico 
utilizado consistiu de inoculantes de FMAs de duas diferentes formulações: em vaso 
e in vitro. 
A espécie utilizada foi Rhizophagus clarus (isolado RJN720A),mantida pela 
Coleção Internacional de Culturas de Glomeromycota (CICG), localizada na 
Universidade Regional de Blumenau (FURB). 
Todo o processo de produção de inóculo em vaso foi realizado pelo 
fornecedor do inoculo, prof. Dr. Sidney Luiz Sturmer. O solo e raízes foram coletados 
da área de interesse. As raízes foram então cortadas em pequenos pedaços (1-2 cm 
de comprimento) e homogeneizadas com o solo. O solo com raízes foram 
misturados com areia esterilizada na proporção de 1:1 (50% solo do campo + 50% 
areia estéril).  Esta mistura foi acondicionada em potes plásticos de 1,5 Kg com 
aberturas na base. Após, 80 sementes de Brachiaria brizanthaforam dispersas sobre 
a mistura e cobertas com uma mistura (1:1) de areia:argila expandida esterilizada. 
As culturas foram crescidas em casa-de-vegetação por 4 meses. Após este período, 
a rega foi suspensa e os potes foram deixados secar in situ em ambiente com baixa 
luminosidade natural. As culturas armadilhas foram estocadas em sacos plásticos 
tipo “zip-lock” 1 mês antes de recuperar os esporos de FMAs a serem utilizados para 
estabelecer culturas puras. Para a produção das culturas puras foi utilizada a 
mesma cultura armadilha da espécie Rhizophagus clarus (isolado RJN720A) citada 
acima.  
A produção do inóculo in vitro foi conduzida no Laboratório de Microbiologia 
da Universidade Federal de Santa Catarina (Centro Curitibanos). O material utilizado 
foram os esporos produzidos no sistema de vaso, fornecidos pela CICG. 
Primeiramente, foi realizada a extração dos esporos através do protocolo de 
centrifugação por gradiente de sacarose de Gerdemann; Nicholson (1963). Em 
seguida foi realizada a desinfecção à base de cloramina T e antibióticos (sulfato de 
estreptomicina; 50mg/L e sulfato de gentamicina 25mg/L). O procedimento foi 
realizado dentro da câmara de fluxo laminar. Inicialmente, foram feitas lavagens dos 
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esporos com Tween 20 até a sua sedimentação. Após isto, retirou-se a solução 
detergente e foi adicionado cloramina permanecendo por 10 minutos. O mesmo foi 
feito com a solução de antibióticos, sendo este procedimento repetido duas vezes 
por 10 minutos. Foi realizada por duas vezes a lavagem com água destilada 
autoclavada. Depois de desinfetados, os esporos foram pipetados em placas de 
Petri contendo meio de cultura M, e acondicionados em câmara BOD na 
temperatura de 28º até a germinação. Raízes geneticamente transformadas de 
cenoura foram transferidas para essas placas com esporos germinados e livres de 
contaminação, e por fim levadas a câmara BOD na temperatura de 28ºC por 
aproximadamente 90 dias.  
 
2.1 EXPERIMENTO 1. AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE INÓCULO DA ESPÉCIE 
RHIZOPHAGUS CLARUS PRODUZIDOS NO SISTEMA EM VASO E IN VITRO. 
 
O experimento foi realizado em casa de vegetação, com objetivo de avaliar o 
potencial do inóculo da espécie Rhizophagus clarus (isolado RJN 102A).Foram 
testados dois tratamentos:inóculo em vaso (tratamento 1), e inóculo in 
vitro(tratamento 2), com 4 repetições cada. A espécie vegetal hospedeira usada foi 
milho (Zea mays), pois apresenta alta compatibilidade com FMA. O substrato foi 
autoclavado pelo período de 50 minutos a 120ºC. Como o cultivo durou menos de 4 
semanas, não houve necessidade de as plantas receberem adubação. 
As plantas foram cultivadas em tubetes plásticos de 300g, com substrato 
composto da proporção 1:1 desolo e areia previamente autoclavado. 
No tratamento 1, a inoculação foi feita com material produzido em vaso. Para 
adquirir a quantidade de 50 esporos em cada tubete, calculou-se uma regra de três 
onde se levou em consideração a quantidade de esporos por grama de inoculante. 
Assim, obteve-se o valor de 0,8 g de inóculo a ser utilizado por tubete. Para a 
implantação do experimento, adicionou-se 150g da mistura de solo e areia na parte 
inferior do tubete. Logo após, colocou-se a mistura de inoculante (0,8g) com 150g do 
substrato (composto por solo e areia) em um béquer e fez-se homogeneização. Com 
este material, completou-se o volume total do tubete (Figura 1).  
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Figura 1. Adição do inoculante em vaso nos tubetes. 
 
No tratamento 2, a inoculação foi feita com material produzido em condições 
in vitro. Com auxílio de uma lupa, marcou-se com um pincel marcador o local da 
placa onde havia 50 esporos e em contato com a raiz. Colocou-se 150g da mistura 
de solo e areia no tubete, logo após, cortou-se o fragmento de meio de cultura, raiz e 
esporos na marcação previamente realizada, e adicionou-se o fragmento ao tubete. 
Por fim, completou-se o volume total do tubete com a mistura de solo e areia (150g). 
Em cada tubete, adicionou-se 3sementesde milho a 3 cm de profundidade, e 
após a germinação fez-se o raleio. Por fim, regou-se os tubetes e também quando 
necessário até o fim do experimento, sendo que as plantas foram mantidas por 30 
dias em casa-de-vegetação. 
Ao final deste período, as plantas foram retiradas dos tubetes, batendo-se na 
lateral do mesmo para que as raízes se soltassem com facilidade. Separou-se a raiz 
da parte aérea através de um corte transversal na altura do coleóptilo. Após isto, as 
raízes foram lavadas para retirar excesso de solo, e foram acondicionadas em 
béquer de 100mL. A coloração foi realizada segundo metodologia de Koske; Gemma 
(1989). Para iniciar o procedimento, primeiramente aqueceu-se o banho-maria a 
uma temperatura de 80ºC. Posteriormente, foi adicionada às raízes a solução de 
hidróxido de potássio (10%), e levadas ao banho-maria pelo período de 50 minutos. 
Após isto, lavou-se as raízes em água corrente e adicionou-se ácido clorídrico (2%). 
As raízes foram mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos.  Ao retirar-se o 
excesso de ácido, adicionou-se a solução Azul de Tripan (5%). Em seguida, as 
raízes permaneceram no banho-maria por 50 minutos. Ao término do procedimento, 
elas foram lavadas e cortadas em 10 pequenos fragmentos de partes diferentes da 
raiz e colocadas em uma lâmina. Para visualização, cada um dos 10 fragmentos de 
    17 
 
 
 
raiz foi dividido visualmente em 5 pontos. Usou-se microscópio óptico com aumento 
de 10 e 40x. A presença de estruturas observadas (hifas, arbúsculos, esporos e 
vesículas) foi registrada em cada ponto avaliado. O potencial de inóculo foi 
determinado pela estimativa de colonização radicular de fragmentos colonizados em 
relação aos não colonizados. 
Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, e 
posteriormente foi realizada a análise de variância. As médias foram comparadas 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O software usado foi Assistat 2.0(SILVA; 
AZEVEDO, 2009). 
 
2.2 EXPERIMENTO 2. EFEITOS DA INOCULAÇÃO DA SOJA 
COM RHIZOPHAGUS CLARUS PRODUZIDO EM SISTEMAS DE CULTIVO EM 
VASO E IN VITRO. 
 
Este experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente 
casualizado, com cinco repetições. Foi utilizado solo peneirado e autoclavado a 120º 
pelo período de 50 minutos. Após esterilização, o solo foi acondicionado em vasos 
com capacidade para 11 litros, completando-se o volume de 9 litros de solo. A 
adubação de base utilizada foi superfosfato triplo (20g/vaso), cloreto de potássio 
(1,16g/vaso) e calcário (7,7g/vaso). Sendo que o calcário foi adicionado 
primeiramente no solo, deixando-o reagir pelo período de 2 dias. 
Os tratamentos consistiram em 1) Testemunha 2) Inoculante de FMA 
produzido em vaso, 3) Inoculante de FMA produzido in vitro. 
O isolado de FMA usado foi da espécie Rhizophagus clarus (RJN 102A).A 
variedade de soja utilizada foi BMX Ativa, previamente desinfetada com hipoclorito 
de sódio, e tratada com fungicida. A semeadura foi feita com 3 sementes por vaso e 
após emergência foi realizado o raleio, deixando apenas 1 planta por vaso. Após um 
mês do estabelecimento do experimento, aplicou-se a primeira dose inseticida e 
fungicida, para reduzir a incidência de mosca branca (Bemisia argentifolii) e oídio da 
soja (Erysiphe diffusa). Os produtos usados foram Priori extra (2 ml/ calda) e 
Connect (2,5 ml/calda). Houve necessidade de reaplicação após 20 dias.  
Todos os tratamentos receberam inoculação com bactérias fixadoras de 
nitrogênio da espécie Bradyrhizobium japonicum (estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 
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5080). O inoculante comercial foi fornecido pela Empresa Total Biotecnologia, 
contendo a população bacteriana de 5 x 109UFC/g, e foi aplicado na dose de 2g por 
Kg de semente previamente umedecidas com 6mL de calda açucarada 10%. A 
concentração final de bactérias foi de 1,2x106UFC/g de sementes (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Processo de inoculação das sementes com Bradyrhizobium japonicum 
 
No tratamento 1, as plantas foram inoculadas apenas com Bradyrhizobium 
japonicum e a adubação mineral recomendada para cultura. 
No tratamento 2, as plantas receberam inoculação com FMAs produzido no 
sistema de cultivo em vaso. Foi utilizada a quantidade de 100 esporos em cada 
unidade experimental. Para tanto, foi aplicada a quantidade de valor de 80gem cada 
um dos vasos. A inoculação foi realizada adicionando-se ao redor das 3 sementes o 
inoculante a uma profundidade de 10 cm, após isto se cobriu a semente e o 
inoculante com solo, para não deixar exposto (Figura 3). Quando as sementes 
germinaram foi realizado o raleio, deixando somente 1 planta por vaso. 
 
 
Figura 3. Inoculação do FMA, produzido no sistema em vaso. 
 
No tratamento 3, foi utilizado inoculante produzido no sistema de cultivo in 
vitro. Com auxílio de uma lupa, marcaram-se com um pincel marcador partes da 
placa de Petri onde havia aproximadamente 100 esporos. Cortou-se um fragmento 
contendo meio de cultura, raízes e esporos. Em seguida, adicionou-se o fragmento 
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ao vaso, cobriu-se com solo e adicionando 3 sementes a 3 cm de profundidade 
(Figura 4). 
 
 
Figura 4. Inoculação do FMA, produzido no sistema in vitro. 
 
As plantas receberam irrigação todos os dias até o final do ciclo de 
crescimento. No estádio de florescimento pleno (R2) foi coletada 1 planta de cada 
tratamento. Os parâmetros avaliados foram: massa seca da parte aérea (g/planta; 
MSPA), número de nódulos por planta (NN), número de nódulos viáveis (NNV) e 
massa seca de nódulos (g/planta; MSN) e avaliação da colonização radicular por 
FMAs, dividida em percentual de colonização por hifas, vesículas, arbúsculos e 
esporos. 
As plantas coletadas foram acondicionadas em sacos plásticos e 
transportadas para o Laboratório de Microbiologia da UFSC. Inicialmente, a parte 
aérea foi separada das raízes cortando-a no ponto de inserção dos cotilédones. 
 A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel pardo e levada à estufa 
de circulação forçada com temperatura média de 60ºC por um período de cinco dias. 
Em seguida, a massa seca da parte aérea foi determinada em balança semi-
analítica. As raízes foram lavadas e os nódulos foram separados e contados. 
Posteriormente, foram levados à estufa para secagem e determinação da massa 
seca de nódulos. Uma vez finalizado o processo da coleta de nódulos, as raízes 
foram descartadas. A avaliação de colonização micorrízica foi determinada no 
estágio R2, onde se aplicou o mesmo método usado para avaliação do potencial de 
inóculo. A única diferença adotada ao avaliarem-se as plantas de soja foi que o 
tempo de permanência nas soluções de hidróxido de potássio e Azul de Tripan foi de 
60 minutos. A análise da produtividade foi realizada no estádio R2, as sementes 
foram coletadas e acondicionadas em sacos de papel e encaminhada a estufa a 60º 
C pelo período de 5 dias para secagem completa. A produtividade foi determinada 
pela produção em gramas de grão por planta.  
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Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente 
foi realizado análise de variância. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade. O software usado foi Assistat 2.0(SILVA; AZEVEDO, 2009). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 EXPERIMENTO 1 
 
O potencial de inóculo dos isolados de FMAs testados no milho foi maior no 
tratamento 2, com 7,6% mais áreas colonizadas pelo fungo, do que o tratamento 1 
(Tabela 1).O tratamento com inóculo in vitro (T1) apresentou 7,6% mais hifas do que 
o tratamento com inóculo em vaso (T2). Para variável vesícula, o aumento foi de 
89% no tratamento 2.  
 
Tabela 1. Taxa de colonização radicular por fungos micorrízicos arbusculares no 
milho após 4 semanas de crescimento. 
Tratamento Colonização(%) Hifas (%) Vesículas(%) 
T1 91b* 91 b 38 b 
T2 98 a 98 a 72 a 
* Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
 
Em relação ao potencial de inóculo de R. clarus, Silva-Junior; Siqueira (1997) 
realizaram um experimento, onde uma de suas comparações foi entre diferentes 
espécies de FMA na soja. Observou-se uma colonização de 45%, sendo superior 
com as espécies S. heterogama (22%) e A. morrowiae(30%). Quando comparado 
com o presente estudo a espécie R. clarus, apresentou um desempenho ainda maior 
chegando a 98% no tratamento com inóculo in vitro.Com isso, é importante 
mencionar que a dependência micorrízica de cada planta varia conforme a espécie 
de fungos a ser inoculada, podendo responder com altos níveis de colonização e até 
mesmo bem baixos (SIEVERDING, 1991). 
Como este estudo é o primeiro relacionado à comparação da produção de 
inóculo em vaso e in vitro, não há bibliografia disponível para fazer maiores 
comparações. Contudo, a utilização do inóculo produzido in vitro pode aumentar 
ainda mais a colonização nessas plantas, quando comparado com inóculo em vaso. 
Possivelmente, isto proverá o aumento na massa e comprimento radicular, que irá 
aumentar a absorção dos nutrientes e principalmente o fósforo pela planta. 
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3.2 EXPERIMENTO 2 
 
Na variável numero de nódulos, o tratamento com inoculante produzido in 
vitro (T3)promoveu um valor 48% maior que o tratamento de inoculação em vaso 
(T2), e 53% superior que a testemunha, que sofreu apenas inoculação com 
Bradyrhizobium japonicum (T1). A variável número de nódulos viáveis (NNV) 
apresentou o mesmo comportamento da variável avaliada anteriormente, com o 
tratamento 3 apresentando resultado superior (até 53%) que os demais tratamentos. 
As variáveis massa de nódulos (MSN), massa seca da parte aérea (MSPA), 
produtividade não apresentaram diferença estatística entre os tratamentos (Tabela 
2).  
 
Tabela 2. Médias de número, massa seca de nódulos, massa secada parte aérea e 
produtividade no estágio R2. 
 
Tratamentos 
Número de 
nódulos 
por planta 
no estágio 
R2 
Número de 
nódulos 
viáveis no 
estágio R2 
Massa 
seca de 
nódulos 
R2 (g) 
Massa 
seca da 
parte 
aérea (g) 
Massa de 
grãos por 
planta 
(g).  
T1 31 b* 31 b 0,09 b 18,64 ns 14,45ns 
17,34 
14,54 
T2 28 b 28 b 0,16 ab 
0,31 a 
17,54 
20,47  T3 58 a 58 a 
* Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
 
A associação micorrízica em leguminosas em conjunto com rizóbio aumenta a 
nodulação, pois a eficiência da fixação biológica do nitrogênio depende do balanço 
nutricional, principalmente do fósforo. A planta mal nutrida em fósforo e sem a 
colonização micorrízica irá comprometer a fixação do nitrogênio atmosférico e, 
consequentemente, a nodulação (OLIVEIRA, 1998). Em um trabalho realizado por 
Jesus et al (2005) com leguminosas arbóreas, os tratamentos sem inoculação de 
FMA’s nas duas espécies avaliadas não apresentaram nodulação. O resultado 
inferior também foi visto na massa da parte aérea. Já Pereira et al (2013) 
observaram em um experimento sobre a interação dos FMAs na soja que quando a 
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espécie R. clarus foi inoculada, a nodulação teve um aumento de 248%. Isto 
evidencia a dependência micorrízica da espécie para realizar a fixação biológica de 
nitrogênio. 
Quanto aos dados de massa seca registrados nesse estudo, Harris et al 
(1985) revelam que até 17% dos fotoassimilados produzidos até 42 dias da planta 
são consumidos pelos FMAs. Isso pode explicar a falta de resposta em relação a 
essa variável. Entretanto, os dados do trabalho de Nogueira; Cardoso (2000) 
divergem do que foi registrado no presente estudo e no citado anteriormente. Os 
autores observaram aos 90 dias que a massa seca da parte aérea aumentou em até 
33% quando as plantas foram inoculadas com G. intraradices. Segundo Jakobsen, 
(1995) a resposta em crescimentos e deve a capacidade de transporte de P pelas 
plantas, e não na quantidade de carbono que o FMA consome.   
Em relação ao numero de grãos por planta, Fernández et al. (2006) 
realizaram um experimento testando a diferença entre a formulação do inoculante de 
FMA liquido e sólido. Foi observada diferença estatística, onde as plantas inoculadas 
com o liquido apresentaram um aumento de 28% em relação ao inoculante sólido. 
Estes dados não corroboram com o que foi visto por Planai et al (2008), sendo que o 
autor não encontrou diferença estatística para o rendimento, entre a formulação do 
inoculante sólido e liquido, assim como o que foi visto nesse estudo. Com isso, 
vemos que os benefícios causados pela inoculação de FMA nem sempre são 
expressados na produção final. Entretanto, as demais variáveis apresentaram 
resposta significativa entre os tratamentos. 
Quanto à colonização micorrízica, de modo geral corroborando com os 
demais dados, os valores registrados no tratamento 3 foram superiores a tratamento 
2 e tratamento 1, sendo 22% maior que o tratamento 2. Em relação a avaliação de 
colonização micorrízica, a variável de colonização por arbúsculos foi 38% superior 
no tratamento 3 em relação ao tratamento 2. Quanto à colonização por esporos, 
novamente os valores observados no tratamento 3 foram 50% maiores que no 
tratamento 2. Em relação à formação de hifas, o tratamento 3 foi 22% superior que o 
no tratamento 2. Para a variável colonização por vesículas o tratamento 3 também 
apresentou maior percentual, com 56% mais vesículas que o tratamento 2 (Tabela 
3). 
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Tabela 3. Taxa de colonização radicular por fungos micorrízicos arbusculares na 
soja no estágio R2. 
*Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
 
A alta colonização e formação de estruturas nesse estudo podem estar 
relacionadas à condição nutricional. Durante o desenvolvimento, as plantas 
começaram a mostrar sinais de deficiência nutricional (Figura 5). Contudo, no estudo 
de Silva et al (2013); revela que a quantidade de P no solo influencia  
significativamente na colonização na planta e esporulação, sendo que quanto mais 
bem nutrida a planta menor o desenvolvimento ou atividade do FMA. Entretanto 
Bressan et al (2001), observaram que mesmo que a colonização tenha sido reduzida 
pelo teor nutricional da planta, a MSPA na soja foi superior em todos os tratamentos 
de inoculação de FMA. Isso mostra efeito à adição de P na planta, mesmo afetando 
a colonização. 
 
 
Figura 5. Sinais de deficiência nutricional na soja 
Tratamento Colonização 
total (%) 
Colonização 
por 
arbúsculos 
(%) 
Colonização 
por esporos 
(%) 
Colonização 
por hifas (%) 
Colonização 
por vesícula 
(%) 
T2 81 b 14 ab 14 b 81 b 41 b 
 
T3 99 a 36 b 28 a 99 a 72 a 
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Sabe-se que a colonização dos FMA’s é variável conforme a espécies de 
fungo a ser colonizado e a planta. O tomateiro, quando colonizado por Glomus 
etunicatum, apresentou uma taxa de colonização de 36,1% (ARAÚJO et al., 1994). 
Já no café a colonização foi de 10,8% (SAGGIN JÚNIOR et al., 1995). No sorgo, 
estes valores são de 80%, conforme registrado no trabalho de Silva et al (2013). 
Para a cultura da soja, os valores também variam conforme a espécie a ser 
inoculada. Quando a inoculação é realizada com Gigaspora margarita, a variação é 
de 62% a 87% (KALIL et al., 1994). Já com o uso de Rhizophagus clarus, esses 
valores variaram de 3% a 59% (SIMPSON; DAFT, 1990), o que mostra maior 
micorrização da Gigaspora margarita, na soja, em relação a Rhizophagus clarus. 
Em um estudo realizado por Bressan et al (2001) foi avaliado a colonização 
micorrízica na soja e sorgo, das espécies G. etunicatum, G. margarita e R. clarus. 
Este trabalho diverge com o que foi visto nesse estudo, observou-se até 65% a mais 
de colonização das espécies G. etunicatum (45%), G. margarita (35%) em relação a 
colonização da espécie R. clarus (15%). Entretanto no trabalho de José; Siqueira 
(1997), a colonização do R. clarus chegou a 50% na soja, sendo superior as 
espécies A. morrowiae (36%), S. heterogama (22%) e G. margarita (40%).  
Nesse estudo a colonização chegou até 99%, ou seja, todos os fragmentos de 
raízes apresentaram algumas das estruturas avaliadas. Quando comparado aos 
trabalhos encontrados na bibliografia, este valor é bem elevado.  Com isso, observa-
se a alta qualidade do inóculo produzido, e a alta compatibilidade de R. clarus com a 
cultura da soja.  
Como a bibliografia é reduzida em relação a inoculação de FMA’s com 
diferentes formulações, faz-se necessária condução de estudos mais detalhados 
para que sua eficiência seja realmente comprovada.  
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4 CONCLUSÕES 
 
Nas condições estudadas a melhor técnica de produção de inoculante de 
FMA para a soja foi o sistema in vitro. 
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Inoculation of soybean with Rhizophagus clarus produced in cultivation 
systems in the vessel and in vitro . 
Aline de Liz Ronsani 
 
Abstract 
 
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligate symbionts that establish a 
mutualistic association with most studied plant species. Once completion of their life 
cycle requires a live host, they cannot be multiplied in a culture medium. Therefore, 
there is no adequate method to produce AMF inoculum, which limits its application in 
agriculture. Hence, the aims of this study were to evaluate the inoculum potential of 
Rhizophagus clarus in an in vitro versus pot culture system and to test the effects of 
in-vitro and pot culture inoculum on growth and yield of soybean. Two experiments 
were carried on, both in greenhouse conditions at the Universidade Federal de Santa 
Catarina, Curitibanos – SC (Latitude: 27° 16' 60'' South, Longitude: 50° 35' 7'' West). 
The AMF species used was Rhizophagus clarus (isolate RJN720A). In the first 
experiment, two treatments were tested: pot culture (T1) and in vitro (T2) with four 
replicates. Host plant was mayze (Zea mays). Inoculum potential was higher in 
treatment 2, with 7,6% more areas colonized by the fungus than treatment 1. In vitro 
inoculum had 7.6% more hyphae than pot culture inoculum. For vesicles, the 
percentage was 89% higher in treatment 2 than treatment 1. Experiment 2 consisted 
of three treatments: 1) control, 2) pot culture inoculum, 3) in vitro inoculum. 
Evaluations consisted of number of nodules, viable nodules, nodule dry weight, shoot 
dry weight and yield. Total mycorrhizal colonization and percentage of colonization 
by hyphae, arbuscules, spores and vesicles were also measured. Treatment 3 
promoted increase in number of nodules by 48% compared to pot culture inoculum 
(T2) and 53% to the control (T1). The number of viable nodules was also higher in 
treatment 3. Nodule dry weight, shoot dry weight and yield were not different among 
treatments. Total mycorrhizal colonization was higher in T3 compared to T2 (22%). 
Colonization by arbuscules was 38% higher in T3 in relation to T2. Values of 
colonization by spores were again higher in T3 (50% more compared to T2). Root 
colonization by vesicles in T3 was 56% higher than in T2. Based on findings of the 
current experiment, it is possible to suggest that under the studied conditions the 
best technique for AMF inoculum production for soybean is the in vitro culture 
system. 
 
Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi. Soybean. In vitro inoculum. 
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